T细胞大颗粒淋巴细胞白血病（T cell large granular lymphocyte leukemia, T-LGLL）是细胞毒T淋巴细胞克隆性增殖所致的一种少见的淋巴增殖性疾病，以不同程度的血细胞减少和常合并自身免疫性疾病为主要特点。大多数患者的白血病细胞来源于T细胞受体（T cell receptor, TCR）αβ阳性的T细胞，少数来源于TCRγδ阳性的T细胞。免疫表型多为CD8阳性，常同时表达CD16、CD57，仅极少数为CD4阳性或CD4和CD8双阴性表型[@b1]。我们报道1例合并β地中海贫血的CD4、CD8双阴性TCRγδ^+^T-LGLL的临床病理特点。

病例资料 {#s1}
========

患者，女，81岁。因贫血50余年，加重伴胸痛半年余入院（2013年6月）。患者自30余岁时因妊娠检查发现轻度贫血，血红蛋白维持在100\~110 g/L，未予特殊检查和治疗，能正常工作。4年前（2009年6月）因股骨干骨折手术治疗，术前血常规检查发现HGB 90 g/L，红细胞平均体积（MCV）66.0 fl, RBC 4.5×10^12^/L, WBC 4.3×10^9^/L，中性粒细胞0.47，淋巴细胞0.43，单核细胞0.06，嗜酸粒细胞0.04，PLT 134× 10^9^/L，亦未治疗。1年前（2012年6月）检查发现HGB波动于70\~80 g/L。约半年前（2012年12月）出现胸痛，活动后明显。血常规：HGB 56 g/L，WBC 3.2×10^9^/L，淋巴细胞0.60，PLT 90×10^9^/L。骨髓象：增生减低，红系比例明显降低，占0.080，淋巴细胞比例增高，占0.430。粒系占0.420，巨核细胞数正常，粒红巨三系形态正常。外院拟诊为慢性再生障碍性贫血，予雄激素治疗。同时冠脉造影检查示冠状动脉左主干、左前降支和左回旋支不同程度狭窄，予对症治疗，同时间断输红细胞治疗，每2周左右需输红细胞2单位，维持HGB在60\~70 g/L。查体：贫血貌，皮肤黏膜无出血。全身浅表淋巴结不大。双肺呼吸音清，未闻及干湿性啰音。心率86次／min，律齐，未闻及杂音。腹软，肝脾不大。神经系统检查无异常。血常规：WBC 4.9×10^9^/L，HGB 56 g/L, PLT 113× 10^9^/L。分类：中性粒细胞0.30，淋巴细胞0.63，单核细胞0.07，淋巴细胞绝对计数3.087 × 10^9^/L，RBC 2.62 × 10^12^/L，MCV 69.1 fl，红细胞平均血红蛋白含量（MCH）21.4 pg，红细胞平均血红蛋白浓度（MCHC）309 g/L，红细胞容积分布宽度（RDW）18.3，红细胞压积（Hct）0.181，网织红细胞0.016。红细胞大小异常，中心淡染区扩大，嗜碱点彩红细胞增多。外周血涂片检查淋巴细胞形态无明显异常，未见大颗粒淋巴细胞（LGL）增多。血生化：血清铁20.1 µmol/L（正常参考值6.6\~32.0 µmol/L），未饱和铁结合力2.6 µmol/L（正常参考值30.8\~48.0 µmol/L），总铁结合力22.7 µmol/L（正常参考值46.5\~65.7 µmol/L）。转铁蛋白1.8 g/L（正常参考值2.2\~4.0 g/L），铁蛋白1 017.9 µg/L（正常参考值11.0\~306.8 µg/L）。免疫球蛋白：IgG 30.4 g/L（正常参考值7.0\~16.0 g/L），IgA 1.9 g/L（正常参考值0.7\~4.0 g/L），IgM 2.17 g/L（正常参考值0.40\~3.01 g/L），IgE \<20 U/L（正常参考值0\~100 U/L），κ轻链27.0 g/L（正常参考值6.3\~13.5 g/L），λ轻链8.65 g/L（正常参考值3.13\~7.23 g/L）。C3 0.62 g/L（正常参考值0.79\~1.80 g/L），C4 0.36 g/L（正常参考值0.10\~0.40 g/L）。免疫固定电泳：未见单克隆球蛋白。血清叶酸19.6 nmol/L（正常参考值\>6.8 nmol/L），维生素B~12~ 1 428 pmol/L（正常参考值133\~675 pmol/L）。自身抗体：ANA 1∶1 000，抗SSA阳性，抗线粒体抗体2型阳性，余均阴性。β~2~微球蛋白：6.97 mg/L。外周血EBV-DNA阴性。骨髓象：增生减低，粒系占0.355，红系占0.100，淋巴系占0.480，巨核细胞全片4个。铁染色：外铁（++＋），内铁70%，铁粒幼细胞阴性。骨髓活检病理：轻度增生减低。骨髓细胞流式细胞术检测：淋巴细胞占有核细胞的56%，其中CD3^bri+^CD4^−^CD8^−^T淋巴细胞占淋巴细胞的50%，比例明显增高，同时表达CD2、CD5（dim）、CD38、TCRγ/δ，不表达HLA-DR、CD7、CD10、CD116、CD13、CD10、CD15、CD16、CD19、CD20、CD22、CD33、CD34、CD56、CD64、CD71、CD117、CD123、CD45和TCRα/β。骨髓细胞染色体核型：46,XX \[20\]。地中海贫血基因突变：α地中海贫血基因未见缺失（gap-PCR法）和突变（PCR-反向点杂交法）。β-地中海贫血基因突变（PCR-反向点杂交法）见41 /42杂合。溶血相关检查：直接和间接抗人球蛋白试验均阴性、Ham试验阴性、结合珠蛋白和游离血红蛋白正常。抗碱血红蛋白（HbF）：1.50%（正常参考值\<2.00 %）。血红蛋白A2（HbA2）：2.74%（正常参考值\<3%）。异丙醇试验：阴性。血红蛋白电泳（Rep-HB）：未见异常区带。红细胞渗透脆性试验、高铁血红蛋白还原试验、葡萄糖6-磷酸脱氢酶荧光斑点实验、变性珠蛋白小体测定和血红蛋白H包涵体检测均阴性。TCRB基因重排（TCRBA、TCRBB、TCRBC）阴性，TCRG基因重排（TCRGA、TCRGB）阴性，TCRD基因重排（TCRD）阳性。全身CT检查未见明显肿大淋巴结，肝脾不大。

根据患者骨髓细胞流式细胞术检测显示异常增高的淋巴细胞表型特点（CD3^bri+^ CD4^−^CD8^−^CD2^+^CD5^dim^ CD38^+^ TCRγ/δ^+^），结合TCRδ基因重排阳性，可明确诊断为CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^ T-LGLL。根据患者小细胞贫血、铁蛋白和骨髓细胞内外铁均增高，结合β-地中海贫血基因突变阳性（41/42），可明确β-地中海贫血的诊断。对患者46岁女儿进行地中海贫血筛查亦显示β-地中海贫血基因突变（41/42）阳性。患者虽有多克隆免疫球蛋白增高和ANA及抗SSA阳性，但并无相应自身免疫性疾病的临床表现。给予患者甲泼尼龙（40 mg/d，渐减量）联合甲氨蝶呤（10 mg／周）治疗，4个月后脱离输血，半年后HGB升至90 g/L，外周血淋巴细胞比例降至0.51，现仍继续治疗中。

讨论及文献复习 {#s2}
==============

1．CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^ T-LGLL的临床病理特点：根据WHO标准，诊断T-LGLL要求外周血T细胞LGL持续（\>6个月）克隆性增生\[通常为（2\~20）×10^9^/L \]，且无其他明确原因。T-LGLL的白血病细胞保留了许多正常细胞毒效应细胞的表型和功能特点，因而在95％的患者，白血病细胞是来源于成熟的CD3^+^、CD8^+^和TCRαβ^＋^T细胞。仅约5％来源于TCRγδ^+^T细胞，但与正常TCRγδ^+^T细胞主要为CD4^−^CD8^−^不一样，迄今为止报道的TCRγδ^+^T-LGLL大部分的免疫表型与αβ亚型相同，均为CD8^＋^，而CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL罕见。Sandberg等[@b2]报道44例TCRγδ^+^T-LGLL，CD4^−^CD8^＋^占66%（29/44），CD4^−^CD8^−^占34%。Bourgault-Rouxel等[@b3]--[@b4]也报道了相似的结果。国内杨文娟等[@b5]报道的35例中无一例为此种表型。由于在迄今文献报道的30余例中，多为病例报告或包含在CD8^＋^TCRγδ^+^T-LGLL病例中，因而对该型的临床病理特点缺乏深入研究。Chen等[@b6]分析1992-2010年确诊的7例CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL患者，男女比例为5∶2, 6例年龄大于50(50\~84）岁，4例诊断时有疲倦和发热等症状。6例脾大，但无一例淋巴结肿大。7例均同时有自身免疫异常，包括自身免疫性溶血性贫血（AIHA）3例、长期类风湿关节炎2例、抗核抗体和抗人球蛋白试验阳性但无临床溶血证据1例、免疫性血小板减少性紫癜1例。3例在T-LGLL诊断前因AIHA（2例）、进行性脾大和全血细胞减少（1例）行脾切除。血液学异常包括重度中性粒细胞减少（5例）、重度贫血（2例）、轻度血小板减少（3例）。仅1例患者外周血淋巴细胞绝对计数增高（5.8×10^9^/L），LGL为3.7×10^9^/L，胞质有突出的嗜苯胺蓝颗粒，其余6例均无淋巴细胞计数和LGL绝对计数增加，相反3例淋巴细胞绝对计数减少，3例接近正常值下限（1.0×10^9^/L）。5例外周血涂片偶见相对较小和胞质颗粒不突出的LGL。

全部7例患者均有骨髓受累，浸润方式多数为间质型和较低程度的窦内型。常规染色时，6例难以确诊肿瘤细胞浸润，但通过CD3或TIA-1的免疫组化染色可清楚辨认，特点为CD3^＋^或TIA-1^＋^淋巴细胞在血窦内线状排列。骨髓累及程度4例为20%\~40%，3例低于20%。3例患者的切除脾病理检查示肿瘤性T细胞浸润红髓，使之明显扩张，而白髓无明显改变。浸润的淋巴细胞形态小，染色质致密，无明显异形性，免疫组化染色常CD3和T IA-1强阳性[@b7]。

CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL的免疫表型研究显示，7例的全T细胞标志如CD3、CD2和CD7均阳性，但CD5在5例为阴性，2例部分弱阳性。全部患者CD4和CD8均阴性。其他标志情况（阳性例数／检测例数）为CD56：2/7，CD57：2/6，CD16:2/4，TIA-1: 7/7，颗粒酶B:4/6。全部7例患者进行PCR检测TCR克隆性重排均阳性，6例进行细胞遗传学和FISH检测，未发现i7q异常。

2．CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL与CD8^+^TCRγδ^+^T-LGLL和CD8^+^TCRαβ^+^T-LGLL临床特征比较：与CD8^＋^TCRγδ^+^T-LGLL和TCRαβ^+^T-LGLL相似的是，CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL主要影响老人，以中性粒细胞减少（71%）、贫血（57%）和脾大（86%）常见，无淋巴结肿大，常伴有自身免疫性疾病（100%），包括类风湿关节炎（29%）、AIHA（43%）和PRCA(29%）。AIHA和PRCA的发生率高于CD8^＋^TCRγδ^+^ T-LGLL。PRCA的发生率高于TCRαβ^+^T-LGLL[@b8]。本例患者尽管没有明确诊断为自身免疫性疾病，但血液检查显示多克隆IgG增高，C3降低，ANA、抗SSA和抗线粒体抗体阳性，提示存在自身免疫现象。

三组疾病中，最为明显的差异在于外周血LGL计数，以LGL≥0.4×10^9^/L作为LGL增多的临界值，TCRαβ^+^T-LGLL和CD8^＋^TCRγδ^+^T-LGLL患者中，分别有100%（89/89）和95%（42/44）达此标准，且44例CD8^＋^TCRγδ^+^T-LGLL患者中，25例（57%）LGL≥2.0×10^9^/L，此为WHO规定的克隆性增生的标准。相反，7例CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL患者中，仅1例LGL \>0.4×10^9^/L[@b2],[@b6]。本例情况与文献报道相似，尽管初诊时外周血淋巴细胞比例增高，但淋巴细胞绝对计数仍在正常范围，且形态学检查未发现LGL存在。这可能是造成诊断延误的主要原因。

3．CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL的诊断和鉴别诊断：由于绝大多数CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL患者尽管有骨髓或脾脏累及，但外周血既没有淋巴细胞增多（\>4.0×10^9^/L），也无LGL增多（≥0.4×10^9^/L），且骨髓病理学常规HE染色时不易发现较轻微的间质和窦内浸润，因而早期诊断困难。在Chen等[@b6]报告的7例患者中，仅1例因外周血LGL增多而确诊，其他6例淋巴细胞绝对计数降低或正常者中，有4例最初的骨髓细胞学和病理学检查未发现异常，在延误1\~4年后方作出准确诊断。这提示，在FCM检查时如发现CD4^−^CD8^−^T细胞群存在，应及时行CD3和（或）TIA-1的免疫组化检查，这对发现异常淋巴细胞浸润、尤其是窦内线性浸润极有帮助。

CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL的脾脏累及以红髓和血窦被肿瘤性T细胞浸润致明显扩张，而不累及白髓为特点。尽管主要浸润脾索，但也有局部脾窦内浸润，后者是肝脾T细胞淋巴瘤（HSTCL）的常见表现，由于两者的表型相似，均为CD3^＋^、CD4^−^、CD8^−^、CD5^−^和TCRγδ，及脾浸润类型相互重叠，因而鉴别非常困难。下列特点可提供有益帮助[@b9]--[@b10]：①形态学上，HSTCL的淋巴细胞中等大小，染色质相对不成熟，类似原始细胞，而CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL均为形态上成熟的淋巴细胞。②HSTCL的脾脏和骨髓侵犯主要为窦内型，而CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL的脾脏主要为脾索浸润，骨髓主要为间质浸润和较轻的窦内浸润，且窦内浸润表现为线状排列，而非HSTCL时常见的肿瘤细胞致血窦扩张。③在分子遗传学和细胞遗传学水平上，70％的HSTCL常有i7q异常，这可能是用于两者鉴别的唯一一种客观指标。本例患者年龄大，临床无肝脾肿大，染色体检查为正常核型，尽管未行肝穿刺活检病理检查，但可明确排除HSTCL。新近研究发现，STAT3和STAT5b突变是T-LGLL的第一个高度特异性分子标志，对该病的诊断极为有益[@b11]。

4．CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL的治疗：T-LGLL为慢性疾病，10年生存率超过80%，30%\~50％的患者不需治疗。偶有自发缓解的报告。有限的临床资料提示，尽管CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL为惰性病程，但与常见的TCRαβ^+^T-LGLL相比，侵袭性相对较高，合并AIHA和PRCA的发生率较高，多数在诊断时需要治疗[@b6],[@b12]。Chen等[@b6]报道的7例中，均在诊断前、诊断时或诊断后12个月内需要治疗，甲氨蝶呤、环磷酰胺、环孢素和泼尼松单用或联合使用是常用的治疗方法，2例因疾病进展需采用嘌呤类药物化疗。7例患者中6例仍生存，1例在诊断后10年死于其他疾病。

5．β地中海贫血与CD4^−^CD8^−^TCRγδ^+^T-LGLL的关系：β地中海贫血合并血液肿瘤的报告极少，至今文献报告的病例不足10例，多为中或重型β地中海贫血病程中并发霍奇金淋巴瘤、非霍奇金淋巴瘤或慢性髓性白血病[@b13]--[@b14]。两者间是纯属巧合还是因遗传和环境因素共同作用所致尚无结论。Vlachaki等[@b14]认为，反复输血致免疫异常、铁负荷过重及病毒感染可能与淋巴瘤发生有关。此外，发生于淋巴结的髓外造血亦可能是原因之一。本例为轻型β地中海贫血，既往从未予输血治疗，亦未发现存在髓外造血，因而两者的关系难以确定。患者确诊前半年贫血加重，依赖输红细胞治疗，尽管贫血为小细胞型，但最可能是在原有疾病基础上发生T-LGLL所致，而非β地中海贫血加重。采用甲泼尼龙和甲氨蝶呤治疗后贫血改善也支持贫血与T-LGLL有关。
